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　　　An　analysis　of　red　blood　cell　ghosts，　using　sodium－dodecyl－sulfate　polyacrylamide　gel　electro－
phoresis　（SDS－PAGE）　followed　by　isoelectric　focusing　（IEF）　with　thin　layer　plates　modified　by
Mukasa，　was　reported．
　　　This　method　provides　following　advantages．　Firstly，　acrylamide　gel　adhered　tightly　on　the
surface　of　sillilized　glass　plate　to　enhance　transparence．　Secondly，　exchanging　buffers　or　solvents
and　drying　are　easily　performed　on　large　flat　surface　in　thin　layer　gel．　Thirdly，　large　quantity　and
various　concentration　of　polyacrylamide　gel　can　be　obtained　simultaneously．　Using　this　method，　red
cell　ghosts　were　analysed．
　　　The　results　obtained　are　as　follows：
　　1）　The　electrophoretic　patterns　of　red　cell　ghosts　in　this　thin　layer　gel　were　identical　to　DISK
patterns　obtained　by　the　standardized　electrophoretic　procedures　by　Fairbanks　and　others．
　　2）　Red　cell　ghost　protein　bands　without　showing　tailing　and　streaks　were　achieved　over　O．50／o
concentration　of　SDS．　However，　on　performing　isoelectric　focusing，　it　is　necessary　to　remove
unbound　SDS．　So　it　is　desirable　to　use　much　lower　concentration　of　SDS－PAGE，　such　as　O．10／o　by
which　same　results　as　those　by　O．50／o　were　obtained．
　　3）　Bands　1，　2，　2－1　（according　to　Fairbanks），　composed　mainly　spectrins，　are　very　difficult　to
separate　in　IEF　with　acrylamide　concentration　above　40／o．　Therefore，　the　acrylamide　concentration
should　be　reduced　to　20／o．
（1991年1月14日受付，1991年3月18日受理）
Key　words：赤血球膜蛋白（erythrocyte　membrane　proteins），薄層平板SDS－PAGE（SDS－PAGE　with　thin
layerplate），武笠法（mukasa’s　method）
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L　緒 言
　赤血球の膜蛋白はその低い溶解性などから，従来
は分析が困難であったが1），Fairbanksら2）が高濃度
のSodium　dodecyl　sulfate（SDS）を用いたDISC
電気泳動法に成功してから急速に研究が進歩した．
更に，ポリアクリルアミド・ゲル電気泳動を用いた
蛋白の分析法は，その後0’Farre13）による二次元電
気泳動へと進み，赤血球膜蛋白についてもBhakadi
ら4），およびKasten5）らがこれを用いて多くの成果
を報告している．しかしこの方法は一次元は等電点
電気泳動，二次元はSDS電気泳動の構成であり，膜
蛋白などの溶解性に問題のある試料では応用が制約
される欠点がある．
　また，Tuszynskiら6）7）8）は，一次元はSDS，二次
元にNP－40による等電点電気泳動を用いている
が，操作には高度な技術を必要とする．1982年，
Mukasaら9）は一枚の薄層平板のポリアクリルアミ
ド・ゲル中で，一次元はSDS，二次元は等電点電気
泳動による解析法を考案した．この方法は赤血球膜
試料の様に可溶化にSDSを必要とし，しかもFair－
banksらのSDS－DISKによる分画が基準の場合に
は，適したものと考えられる．
　今回はMukasaらの方法を用いた一次元SDS－
PAGEでの成績につて報告する．
II．材料及び方法
　1）材料
　実験：には，Silane　A－174（ファルマシア・ファイ
ン・ケミカル），SDS－PAGE用分子量標準液（高分
子及び低分子用BIO－RAD・ラボラトリー），ガラス
濾紙（東洋濾紙）GC　50及びGC　100，マスキング・
フィルム：Toricon　Masking　Film　SD　200高粘着タ
イプ（Holbein　Art　Material）を用いた．またその
他の試薬は特級を使用した．
　2）赤血球ゴーストの作成
　赤血球ゴーストはDodgeら10）の方法により作成
した．溶血には血球量の14倍の20im　Osmのリン
酸緩衝液を用い，3回遠沈洗浄した後，白色ゴースト
を得た．これを直ちに凍結乾燥し，一40℃で保存し
た．
　3）電気泳動試料の調整
　凍結乾燥したゴースト試料はLowryらの方法11）
で定量すると，約56％の蛋白を含む．これから試料
濃度6～7mg／ml，　SDS　4％，2一メルカプトエタノー
ル（2－ME）2％の溶液を調整する．即ち，ゴースト
試料13mgを秤量し水890μ1を加えて湿潤後，2－
ME　45μ1，20％SDS　437μ1，1Mリン酸ナトリウム
緩衝液（pH　7．2）45μ1を順次加え充分撹伴後，室
温に30分静置．次いで沸騰浴（100℃）中で3分加
熱，放冷してから20mMリン酸ナトリウム緩衝液
により0．02％に溶解したブローム・フェノール・ブ
ルー液（BPB：電泳マーカー）650μ1を加えた．次
に2．4×106g・min以下の超遠沈を行った．即ち，日
立超遠沈器（80P）のRDS－56　Tローターを用いて
8℃，32000rpm，40～240分遠沈後，溶液を上層，中
層上部，中層下部，底部に分けた．なお底部のベレ
ーは室温に戻すことにより再溶解した．
　4）アクリルアミド・ゲル薄層平板の作成
　80×100×1mmの洗浄ガラス板を0．1M酢酸ナ
トリウム緩衝液（pH　7．2）に漬け撹遍しつつSilane
A－175を2．5×10　3％（V／V）に加えてシリル化を
行った．ガラス板が乾燥してからし型ガスケットと
プラスチック・フィルムを重ね，冷却，脱気下で調
整したアクリルアミドとBisアクリルアミドの混合
液に重合剤を加えたものをガスケットの隙間より注
入して平板ゲルを作成した．標準に用いた平板ゲル
はT6．18％，　C　2．9％（T＝Acrylamide％十Bis％，
C＝B％／（A％＋B％））である．図1の様に，少量の
水でガスケットを貼り付けたガラス板とプラスチッ
ク・フィルムを交互に重ね約22枚程度とする．ガス
ケットの隙間部分は開けて周囲をパラフィルムで巻
いてシールする．これをビニール袋に入れ，あらか
じめ水を入れたILビーカー中に沈める．アクリル
アミド6g，　Bis　o．18　gを。．1％sDsを含むリン酸
ナトリウム緩衝液（0．1M，　pH　7．2）150　mlに溶解
。
左一一一一vラスチック・フイルム　　　（80×100×O．1）
　　　ガスケット
←＿ガラス板
　　（80　×　100　×　1）
“”一一一一 vラスチック・フイルム
水滴を乗せ
上方のガラス板
に貼りつける
図1　アクリルアミド薄層平板の作成
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する．冷却・脱気の後，更に過硫酸アンモニウム90
mg，　N，　N，　N’，　N’一tetramethylethylenediamine
（TEMED）180μ1を各0．3mlの水に溶解して加え
た後に，この溶解液を袋の口より静かに注入し，ゲ
ル部分に充満させる，ガスケットとガラス板の間の
気泡は振動を与えると容易に除去できる．静置して
重合させ，更に一晩以上放置してから使用する．な
お高濃度のSDS濃度のゲル，例えば1％SDSの場
合は過硫酸アンモンは185mg，　TEMEDは62μ1
とし，重合も遅いので380Cに少なくとも一晩おいて
から使用に供する．なおこのゲルは加湿槽内に保存
すれば少なくとも一か月以内は充分使用可能であっ
た．
　5）電気泳動法
　5－1）薄層平板ゲル電気泳動法（武笠法）9）（図2）
図2の如き様式で上下の肉厚ガラス板を大型クリッ
プで挟み固定して電気泳動を行う．
　5－2）試料添加法
　試料添加用ガラス繊維濾：紙はGC　50では2枚重
ね，GC　100ではそのまま70×90　mmに切る．試料
量が5－10μ1では切り込み幅は5mm，深さ10　mm，
25μ1では幅10mm，深さ15　mm程度に切り込む，
切り込み部は図3に如く持ち上げ，その先端に試料
を吸い込ませる．試料の吸い込み端はゲル側面に合
わせて少しねじ込んで圧着させ，ゲル表面に気泡を
作らぬよう注意しつつフィルムを静かに載せる．な
お低濃度のアクリルアミド・ゲルや濃度勾配ゲルで
は試料添加部のゲル側面は極めて軟弱で直線性に乏
しい．この場合はガラス繊維濾紙をそれに合わせて
トリミングし，ゲル端に合わせてから塩化ビニール
片などで濾紙部を少し抑えてゲル内にしゃくり込
む，次にゲルと濾紙の接合は極めて脆弱であるので
圧着部は充分保護して濾紙他端より緩衝液を静かに
加え，濾紙が湿るのを待って電極液中に沈めるか，
電極用スポンジを載せるのが肝要である．
　5－3）倒置法（図4）
　泳動ゲル表面をカバーしない方法の一つで，図の
ような構成で肉厚ゲル間をクリップで挟んで泳動す
る．
　5－4）密閉箱車（武笠法）
　電泳部を冷却し電解液を浸み込ませたスポンジを
電解槽とし，pHの変動を防ぐ．全体を密閉して電気
泳動を行う．
　5－5）電解液槽
　原則として電解液は泳動緩衝液（0．1M，　pH　7．2
リン酸ナトリウム緩衝液）を用いた．
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図5　ゴースト試料の遠沈各部分の標準薄層平板での
　　SDS－PAGE
　5－6）通電
　定電圧装置を用い20V，5～6　mA，30分．次いで
40V，20～30　mA，約3時間泳動を行った．マーカタ
ーのBPB位置が約50　mm移動したところで終了
した．
　5－7）染色
　泳動終了後ゲルを水洗．メタノール：酢酸：蒸留
水＝3：1：6の混液に0．2％にCoomassie　Brilliant
Blue　R－250を溶解した染色液に30分程度浸けて蛋
白染色を行った後，7％酢酸で脱色しそのまま乾燥
させた．
III．成 績
　1）ゴースト試料の電気泳動
　ゴースト試料の遠沈各部分の電気泳動を図5に示
す．アクリルアミド・ゲルはT6．18％，　C　2．9％で，
SDSを0．1％に含む標準ゲルを使用した．図の上部
より上層，中層上部，中層下部，底部の遠沈試料の
電泳である．底部試料では試料添加部からの水平ス
トリークを認めるが，他はほぼDISK電気泳動に匹
敵する鮮鋭な分離を示している．
　2）試料液のSDS濃度の検討（図6）
　試料へのSDS及びEDTA添加による影響を調
べた．上より高分子用標準液，2段目はゴースト試料
（SDS　4％，2－ME　2％溶解），3・4段は2段目のゴ
ースト試料にEDTAを5mM，2mMに加えた試
料，5・6・7段はゴースト試料にSDSを最終濃度と
して，9，6，3％に加えたものである．なお5・6・
7段の試料では試料溶解は最初に0．2％SDSと2％
2－MEで行い，これにSDSを追加する方法を用い
図6試料調整に及ぼすSDS及びEDTA添加の影響
た．EDTAを添加しても泳動パターンに変化は見ら
れなかった．SDSの濃度が低いと，水平ストリーク
分画の不鮮明さが見られた．なお最初の試料溶解の
SDS濃度が低い場合，その後SDS濃度を増すと試
料の泳動パターンは大きく変化した．
　3）各種のSDS－PAGEによる比較（図7）
　赤血球ゴーストのSDS－PAGEによる研究の基本
はFairb ks法2）であり，まずこの方法を薄層平板
法で行った．次に陰陽極側でそれぞれ電解液の組成
を変えた場合の代表であるpH　8．0～7法12），更に電
極液は0．1Mリン酸ナトリウム緩衝液pH　7．2と共
通とし，SDS濃度を1％，0．5％，0．1％と変えた場
合の泳動図を一括して図7に示した．
　この成績をとりまとめると
　（1）Fairbanks法と，　pH　8．0～7法では系のSDS
濃度は何れも1％である．これと0，1Mリン酸緩衝
液，pH　7．2を用いたSDS　1％とはよく似た泳動を
示した．主にBand　3に緩衝液の影響が見られてい
る．ことにpH　8．0～7法では陰極側のジエチルバル
ビツールイオンの先端効果が明らかに見られてい
る．
　（2）SDS濃度の影響は図7－1，7－2，7－3に見ら
れる，特に水平ストリークは0．5％以上のSDS濃
度を用いると明らかに減少し，高分子側の分離が鮮
明になる．しかしガラス濾紙からゲル内への移行に
は明瞭な差は認められなかった．
　3）泳動ゲルの溶媒の影響（図8）
　泳動ゲルでのゴースト蛋白の移動とSDS，2－ME
の濃度との関連性を調べた．まず0．1％SDSで作成
したアクリルアミド平板ゲル（T4％，　C　2．9％）を
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　　図8分離ゲルのSDS及び2－MEの濃度の影響
0．1％，0．5％，1％の異なった濃度のSDS溶液に漬
け，溶媒を平衡させる．その後ゲルを上，中，下と
横に3分画し，2－MEを上方より0，1，2％になる
様に加える．薄層平板ゲルなので，塗沫方式の応用
でこれは容易に出来る．この各部分にゴースト試料
を添加して泳動した．
　この成績を図8に示す．各泳動図での2－ME濃度
による影響はほとんど見られないが，SDSでは高濃
度の方が泳動パターンはより鮮明となった．
　4）試料の添加方法（図9）
　ガラス濾紙切れ込み法による試料流入部のゲル断
面を泳動後に検討すると，ゲル内への蛋白移行はス
ポット状で完全な均一の連続系とはならない．この
点の改良を目的として，まずガラス濾紙での試料添
加の位置を色々変更して検討を加えた．即ち，図9－
1の様にまず上段から緩衝液を浸したガラス濾紙に
ゲル流入部から離した円形スポットによる添加（ス
ペーサー使用），ゲル流入部に試料を円形に滴下，境
界に塗布，の三通りの方法を試みた．この際濾紙の
緩衝液濃度は，原液，2倍，及び8倍希釈液を用いて，
各々のゲル内移行の濃縮効果の差異も同時に観察し
疑獄∵，、，
　図8－3SDS　1％
た．なお比較の為，第4段に従来の乾燥ガラス濾紙
切れ込み法を対象として加えた．
　この成績は第1，2，3段の何れも泳動パターンは
不良であった，又，緩衝液希釈効果は多少見られる
が，同時に試料の垂直方向への拡散も生じている．
　なお切れ込み法でも最初のゲル内送り込み緩衝液
を希釈し（22mM，　pH　7．2）電解槽の濃度を0．1M，
pH　7．2と段差をつける方法は有効であった．
　一般に試料の添加はPAGEにとって重要な問題
なので，標準ゲル（T6．18％，　C　2．9％）の試料側に
低濃度で架橋度を上げたT2．625％，　C　23．8％のゲ
ルを付着させ，この濃縮ゲルに円窓開け，円盤乗せ，
普通濾紙，ガラス濾紙乗せ，試料液差し込みなどの
方法を行ってみたが，分離はかえって不明瞭となっ
た．またガラス濾紙中で濃縮ゲルをゲル化させた場
合も，濾紙が脆弱化する欠点が目立つ程度で利点は
認められなかった．より架橋の弱い寒天ゲル（0．3％
アガロース／0．1％SDS，0．1Mリン酸緩衝液pH
7。2）による濃縮ゲルも試みたが，有効性に乏しかっ
た．
　一般に一度作成した平面ゲル側面に濃縮ゲルを付
（5）
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　　　　　　図9　試料の添加方法の検討
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図10低濃度アクリルアミド・ゲルの泳動
　　アクリルアミド濃度はTとCで示し数字は電解液
　　pH（左が陰極側）を示す．
着させるのは困難を極める．一見成功した様でも電
極液と濾紙ブリッジを繋ぐ際に，濃縮ゲルと分離ゲ
ルに僅かな隙間が出来てしまう．液体試料と直接接
触しているDISK電泳に匹敵する連続性を確保す
る事は困難である．
　5）低濃度アクリルアミド・ゲルでの泳動（図10）
一次元SDS－PAGEで赤血球膜試料を分離する際，
鮮鋭な分離パターンを得るにはアクリルアミド濃度
をT2．8％以上にする必要がある．しかし，一次元
でゲル内に移行した蛋白を更に二次元の等電点電気
泳動で移動させる場合，ことに高分子のスペクトリ
ン部分の移動度はアクリルアミド濃度と強く関連し
ている．この場合には低濃度のゲルの使用が必要と
なるので，T　2．1％C5％，　T　2．2％C5％の均一濃
度ゲルでの一次元の泳動を行ってみた．なお試料の
濃縮効果も期待して陰陽電極液でのpHをそれぞれ
6，5，11と変化させてpH　7．2の同一pH系と比較
した．
●応諾’
’騰辱’
　　　T　2．2％o
図10－4C5％
　　　6．5－11
　低濃度ゲルではバンド分離幅は狭くなった．しか
し必要なBand　6までは分離されている．　pH非連
続の効果も軽度認められた．なお実施の際，この低
濃度ゲルの弾性は著しく低下しており，予めゲルの
水分を乾燥除去する事が必要であった．
　6）濃度勾配ゲル（図11）
　赤血球膜蛋白の高分子部分では低濃度ゲルが必要
なので，種々の濃度勾配ゲルを用いてみた．しかし
極端な低濃度からの勾配は実際には困難で図11－1，
11－2，11－3では，それぞれアクリルアミド　T
4．12％からT8．24％，　Cは3％としている．なお
図1Hは従来のポリエチレン・フィルムによるゲル
面カバーを用いたが，図11－2は倒置法で行い，ゲル
面カバーを使用していない．ゴースト試料の泳動は
何れも不十分で，展開はゲル幅の1／2程度に止った．
むしろ低分子物質の分離がよくなっている．泳動ス
ポットはノーカバーの方が鮮明であった．図11－3は
二次元を目的とする関係上一次元ゲルを一晩4℃に
（6）
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ゲル表面ノンカバー
　　　図11－3
ゲル内拡散（4℃一晩）
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図11　濃度勾配ゲルでの分離
図11－1，11－2，11－3T4．12－8．24％，C3％のアクリルアミド
濃度勾配ゲル
図11－4T3．3－7．2％，　C　2．9％の濃度勾配ゲル
放置してゲル内拡散の程度を調べた．多少拡散は認
められる様だが著明なものではなかった．図11－4は
T3．3％よりT72％，　C　2．9％のゲルである．明
瞭な分離パターンを示している．
　7）電気泳動のゲルについて
　武笠の原法は薄いポリエチレンフィルムでゲル面
をカバーする方法であるが，ゲルとフィルム接触面
でのストリークを思わせる現象があり，ノーカバー
下でSDS電泳を行った．一つは分離ゲルを倒置す
る方法であり，もう一つは全体を密閉箱に入れて泳
動ゲル部を冷却する方法である．更に武笠は電解液
の変化を避ける為に，スポンジ内に電解液を保持さ
せた電気泳動装置を作成した．本稿の濃度勾配ゲル
以降の泳動はこの装置を使用している．
IV．考 察
　赤血球の膜成分ゴーストは，その低い溶解性，蛋
白と脂質の混在などから分析は困難であった1）．Lil－
jasらは種々な非イオン凹凹：解剤13），　SDS，　Tween
2014）などによる処理を試みていたが，強力な界面活
性剤であるSDSを用いたポリアクリルアミド・ゲ
ル電気泳動法の進歩によって漸く分析が可能になっ
て来た．特に　Fairbanks2）はゴースト試料を2％
SDS，10％2－MEという高濃度の界面活性剤を用い
て可溶化させ，一方SDS一ポリアクリルアミド電気
泳動は，系を1％SDSに統一し，　EDTAを含む酢
酸・トリスー塩酸緩衝液を用いたDisk法によって
分析に成功した．これによって，今日の標準的な赤
血球膜蛋白分画法が確立された．その後ポリアクリ
ルアミド・ゲルによる分析は二次元電気泳動へと進
（7）
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み，ことに0’Farre13）は一次元に等電点電気泳動，
二次元にSDS電気泳動を用いて蛋白の荷電と分子
量をパラメーターとした分析に成功しており，実に
数百個に及ぶスポット検出が可能となった15）．この
二次元電気泳動を赤血球に応用したのはBhakadi‘）
らであってゴースト試料を尿素，2－ME，　Triton　X
－100により溶解，一次元としてアンホラインによる
pH勾配Diskゲルを用いて等電点電気泳動を行い，
得られたDiskをSDSスラブ・ゲルで分析してい
る．Kasteriら5）はこの方法を使用して赤血球疾患
の研究に広く利用している．膜蛋白は一般に末梢性
と結合性に分けられる．末梢性膜蛋白は主として膜
の表面蛋白で，赤血球ではスペクトリン，アクチン，
G3PDなどであり，これらはイオン価の変化やキレ
ート剤添加などの比較的温和な条件下で処理可能で
あるが，一方，結合性膜蛋白は膜構造の骨格であっ
て，赤血球ではグリコホリン，カタラーゼなどを含
むBand　3，4に相当する．この処理にはSDSやそ
の他の，より徹底的な操作を加えないと強力な疎水
結合を解離できない．0’Farrel法3）はどちらかとい
うと生物材料向きであって，一次元の等電点電気泳
動で分離不能だった蛋白に由来する二次元宵泳での
ストリークが問題とされ16）17），又最初の試料溶解に
使用するSDSは等電点分画に影響を与える18＞．実
際，等電点電気泳動で分離される赤血球ゴースト蛋
白をSDSスラブへ移動させるには，強い制限があ
る．Tuszynskiら6）7）8｝は一次元にSDS，二次元に等
電点の組み合わせを用いている．その方法はSDS分
画後2％　NP－40を含む濃縮ゲルへ転溶し，非結合
SDSを除去してふらNP－40による等電点電気泳動
を行う高度な技法を必要とする操作によっている．
武笠9）は薄層平板法を用いて一次元にSDS－PAGE
を行った後に，TX－100でSDSを除いてから等電点
電気泳動を行う方法に成功した．武笠の薄層平板ゲ
ルはシリル化によりガラス板に接着固定されてい
る．実際上厚いスラブ・ゲルはまだしも薄い平板ゲ
ルの処理操作は極めて困難であって，固定・染色・
脱色・セロファン・ラップ・水分除去など各段階で
の注意深い操作を必要とし失敗する場合も多い．こ
れがガラス板をそのまま扱うことによって面倒な操
作が容易に行えるのは極めて優れた点である．また
一般に薄層ゲルはLKB装置などではセロファンカ
バーのガラス板，パラフィンコートのガスケット，カ
バーガラス板の三者で槽を作り，上部から針により
アクリル・アミドBis混血を注入して作成する訳だ
が，これは液漏れ・重合不全などが生じ易い．この
点20枚以上がまとめて作成出来，ゲル表面にポリエ
チレンシートを張ったままで湿潤箱に保存しておけ
ば何時でも使用可能であり高価な特殊機器も必要と
しない武笠の方法の利点である．その上，一度ゲル
内に転入した蛋白は他に転溶する必要がない．しか
も赤血球膜蛋白はFairbanksの一次元バンドが分
画の基準であるから2）16）これとの対比も容易であ
る．著者らは武笠の指導の下にまず一次元はSDS，
次いで尿素・TX－100で非結合SDSを除去した後，
アンホラインでのpH構成その他の非解離性表面活
性剤を用いて等電点電気泳動を行った．武笠はゲル
への試料転入をガラス濾紙の分離ゲル側面への圧着
という簡単な方法で行っており，しかもこれが効果
的であった．更にこの薄層ゲルはポリエチレン・フ
ィルムを外せばゲル表面に種々の物質の添加及び除
去が可能であり，これも大きな利点の一つである．こ
れらの成績のうち本稿では先ず一次元のSDS一ポリ
アクリルアミド電気泳動についての成績を報告し
た．赤血球ゴースト試料を電気泳動で分析するには，
先ず充分に可溶化した試料液の作成が必要とされ
る．ゴースト可溶化剤として使用したのはSDSと
2－MEであり，何回かの検討から凍結乾燥したゴー
ストの濃度は6mg／ml，可溶化剤濃度はSDS　4％，
2－ME　2％が最適であった．実際の調整上ではSDS
濃度が重要であって最初に低濃度のSDS（0．2％）
で溶解すると，後から3，6，9％とSDS濃度を上
げて行っても泳動での分離はむしろ劣化していた．
またゲル転入に必要といわれるEDTA2）について
はその有用性は認められなかった．可溶化剤を加え
て加熱するとゴーストは殆んど溶解した．非溶解部
分には更に遠心沈澱操作を加えて分離を行った．赤
血球膜蛋白の末梢性蛋白は9×106g・min19）．　Triton
x－100抽出蛋白は1．2×107g・min4）19）と報告されて
いることより，遠沈は2．4×106g・min以下とした．
ほとんどの場合，遠沈後の溶液は均一透明であるが，
ゴーストによっては遠沈チューブの最上層に脂質
が，底部にベレーが折出する場合もある．しかしベ
レーは常温に戻すと再溶解する．これらの遠沈各層
の電気泳動の変化を調べたが，底部での僅かなスト
リークを除いてはほぼ同様な泳動パターンを得るこ
とが出来た．赤血球ゴースト試料のDisk泳動には
幾つかの方法がある．まず系のSDS濃度は1％と
（8）
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するのが一般的であり，EDTAを加えたTris一酢酸
緩衝液を用いpH変曲点を2段としたFairbanks
法2），陰極側にエチル・バルビツール酸を加えたトリ
スー塩酸緩衝液系を用いるpH　8．0－7法12）などがあ
る．しかし二次元の目的には一次元のSDS濃度は
低い方が望ましいので，SDS濃度を1％，0．5％，
0．1％に変え両電極はpH　7．2のリン酸ナトリウム
緩衝液系との比較を行ってみた．各泳動方式の成績
を検討すると，一次元でのSDS濃度は0．5％以上
が望ましい．Fairbanks法，　pH　8．0－7法の成績と
1％SDSリン酸緩衝液の成績はよく似ている．但し
Band　3部分では変化がみられ，ことにpH　8。0－7ゲ
ルでのバルビツールイオン先端の濃縮が特徴的であ
った．一般にSDS－PAGEでは泳動距離が長い程バ
ンド幅が広くなる．この点から種々のリーディン
グ・イオンを用いる方法が好ましい場合もあると思
われる．なおこれらの電気泳動パターンはDiskと
極めて類似しており，ことに各Bandへの対比は十
分可能であった．二次元を目的とする為に分離ゲル
中の蛋白溶解度は上げておく必要があるので，ゲル
中のSDS濃度と2－ME濃度を変化させてみたが分
離に関係するのはSDS濃度が主で2－ME濃度の影
響は殆ど見られなかった．電気泳動分析では，分離
ゲル内へ試料を如何に濃縮して一直線に転入するか
に分離精度の全てが掛っている12）．Diskはこの点で
は実に理想的で溶液のまま自由に蛋白粒子が速やか
に移動してゲル面で一列に並ぶ12）．ガラス濾紙でも
濾紙中での移動は極めて速やかであることは，Band
1，2の極めて鮮鋭なピークがこれを証明している．
しかし薄層ゲルでは溶液一ゲル間の様には行かず，実
際濾：紙圧着部のゲル断面では小さい粒状の染色部が
作られ完全に均一な連続移動系にはならない．そこ
でまずガラス濾紙での試料添加位置の変更，圧着し
た濾：紙一ゲル間に緩衝液を満たした後での試料添加
等を行ったが何れも不満足の成績であった．次に濾
紙から試料を送り込む際の緩衝液系の不連続性への
効果を調べる目的でリン酸緩衝液の濃度を下げてみ
たが，効果は僅少であった．又，濾：紙内での試料溶
解度を上げる目的で2－MEの濃度を上げてみたが，
これも特に変化は認められなかった．通常，分離ゲ
ルでの分離効果を上げる為に濃縮ゲルが使用され
る．この目的でT6．18％，　C　2．9％の分離ゲルの試
料側にT2．6％，　C　23．8％のゲルを作った．この濃
縮ゲルに円穴，円盤，各種濾紙による試料の添加な
どを試み，更には濃縮ゲル化を行った上にガラス濾
紙の使用などを試みたが，何れも却って不鮮明な泳
動パターンとなった．アクリルアミドゲル以外の濃
縮ゲルとしては寒天ゲルがある．いわゆる　0’
Farre13）のDisk埋め込み法に利用されている方法
も試みたが濃縮効果は明らかではなかった．アクリ
ルアミドゲルにせよ寒天ゲルにせよ一度完成した薄
い平板ゲル上に別のゲルを付着させる場合，その接
合面の強度は低い．これはDiskの円柱に濃縮ゲル
を作成しても処理中に容易に接合面から切れること
が多い点からも窺われる．平板法ではゲルと電極液
との連結は濾紙が主に用いられ，濾紙を動かすこと
により濃縮ゲルと分離ゲルの接合面に目に見えぬ亀
裂を生じ易く，接合面添加試料のBPBが接合面に
残ることが多く，この点に問題がある．結局最初の
乾燥したガラス濾紙の切れ込み法が最も良い事が解
った．
　実際に二次元を行ってみたが，T6．18％，　C　2．9％
のゲルでは高分子のBand　1．2の等電点電気泳動
での移動は困難であった．これは種々の非解離性の
界面活性剤を用いても充分ではなかった．理論上，ゲ
ルのアクリルアミド濃度を下げればこれが可能とな
りスペクトリンの荷電による分析が可能となる．こ
のため低濃度アクリルアミドゲルの作成を試みた．
しかしアクリルアミドの濃度がT1．9％以下では
ゲルは極めて脆弱であり断面の維持が困難となって
来る．従って，作成上まず失敗のない濃度はT2．1％
迄で，Cは3－5％が好ましい分離を示した．今回の
成績ではT2．1％C5％，　T　2．2％C5％のゲルでの
泳動を示した．なおこの様な低濃度ゲルでは蛋白バ
ンドの分離幅が必然的に狭くなる．又，一般にpH勾
配を与えると分離が良くなる20）ので，pH　6．5→pH
11の系を試み，pH　7．2→pH　7．2の系と比較してみ
た．なおこの程度の低濃度ゲルにすると，シリル化
によるゲルのガラス接着性も低下してしまい，処理
中や乾燥中でのガラス板からのゲル剥がれが生じ易
くなる．このためセロファン・ラップの必要性が生
じるが，分離は良好な成績が得られた．高分子側の
ゲル中での移動を改善するにはゲルのアクリルアミ
ド濃度を連続して変化させる濃度勾配ゲルの使用が
当然考えられる．本稿では，T4．12％から8．24％，
C3％ゲル及びT3．3より7．2％，　C　2．9％ゲルの例
を示した．勾配作成には型の如くグリセリンを使用
した．勾配ゲルでは一般に均質なゲルを作成するの
（9）
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が難しい．ことに低濃度部分を低く（2％前後）す
ると更に作成は困難となる．これらの成績を示した
が特に有用性は認められなかった．武笠の方法の原
法ではガラス板に密着した分離ゲルの上をプラスチ
ックフィルムで加圧カバーして，ゲル表面の水など
の移動を防いでいる．しかし低濃度のゲルなどでは
ゲルの水分含有量が増して電気泳動中恒常状態が維
持できない．そこでゲル表面はそのままとして冷却
によって水滴形成を防止する方法を用いた．一つは
分離ゲルを倒置して上方より冷却，下方に枠による
スペースを設けてゲル端の濾紙接合部を保護し，水
滴形成も防ぐ方法である．この方法は少なくとも泳
動中ゲル面に過剰水滴は見られず泳動図でも特に乱
れはなかった．もう一つは武笠の考案した，三二全
体を密閉室内で行い，電学部を冷水により冷却する
装置である．更に電解液のpHは電気泳動進行と共
に変化するので，電解液の移動を妨げpHを維持す
る方法として，電解槽を緩衝液を含ませたプラスチ
ック・スポンジに代えて，電気泳動を行った．これ
により脆弱な分離ゲルでもより鮮明な泳動パターン
を得ることが可能となった．
V．結 語
　（1）薄層平板（武笠による）のSDSポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動による赤血球ゴースト蛋白の
分析を報告した．
　（2）使用した平板には，シリル化によるガラス板
へのゲルの密着，ゲル表面からの各種操作が容易な
どの特徴があり，従来の薄層ゲルに比較して取扱い
が極めて容易である．
　（3）一度に種々のアクリルアミド溶液の平板ゲル
が容易に作れ，同一平板上での多種類の異なる電気
泳動などが可能である．
　（4）試料のゲルへの添加はガラス濾紙に試料を添
加し，これをゲル断端に圧着するのみで充分であっ
た．
　（5）赤血球ゴースト試料の二次元電気泳動の第一
段階として，まず本法でSDSによる一次元電泳を
検討した処，従来の標準的なDisk法による一次元
分析と同様の泳動パターンが得られた．
　（6）一次元でのSDS－PAGEでは系のSDS濃度
は0．5％以上が望ましい．しかし次の等電点電気泳
動の際の末結合SDSの除去を考えると0．1％SDS
が好ましく，しかも0．1％SDSでもほぼ目的に合致
する分画が得られた．
　（7）高分子のBand　l，2，2－1などの分画はアク
リルアミド濃度T4％以上の分離ゲルでは二次元
目の展開が困難となる．このためアクリルアミド低
濃度のゲル（T2．2％程度）が必要でありこの作成
と操作法を述べた．
　稿を終えるにあたり御指導，御校閲を賜りました
恩師勝沼二二教授に深甚なる感謝の意を表します．
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